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Resumo
O Labirinto em cruz elevado é um dos mais populares modelos animais para estudo da ansiedade.
Esta pode ser influenciada por fatores fisiológicos como o ciclo hormonal das fêmeas. O objetivo do
presente trabalho foi investigar as influências do ciclo estral no comportamento exploratório de ratas
no Labirinto em cruz elevado. Setenta animais (13 machos e 61 fêmeas) foram utilizados. As fêmeas
tiveram seu ciclo estral mapeado e os animais foram testados segundo a fase do ciclo em que se
encontravam, gerando, além do grupo Machos, 3 grupos de fêmeas: Proestro (N = 23), Estro (N = 19)
e Diestro (N = 19). Cada animal foi submetido a uma única sessão de 5 min. no Labirinto. Os
resultados indicam diferenças significativas entre o grupo de machos e o de fêmeas no Diestro quanto
à porcentagem de tempo gasto nos braços abertos, mas não quanto à percentagem de entradas nos
mesmo.
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Abstract
Effects of Estrous cycle on the behavior in the elevated plus maze
The Elevated plus maze is one of the most popular models to study animal anxiety. Anxiety can be
influenced by physiological factors, such as the hormonal state. The aim of the present work is to
investigate the relationship between estrus cycle and rat exploratory behavior in the elevated plus
maze. The study made use of male (n = 13) and female rats (n = 61). The females had their estral
phase identified and were divided into 3 groups according to their hormonal state: Proestrus (N = 23),
Estrous (N = 19) and Diestrous (N = 19). All animals were submitted to a 5-min session in the
elevated plus maze. The data indicate differences between the diestrus group and male group in the
percentage of time spent in the open arms, but do not in the percentage of entries.
Keywords: estral cycle; anxiety; elevated plus maze.
O Labirinto em cruz elevado é um modelo animal
de ansiedade desenvolvido na década de 80 (Handley
& Mithani, 1984; Pellow, Chopin, File & Briley,
1985; Pellow & File, 1986) com base em experimen-
tos feitos na década de 50 com uma versão modificada
do Labirinto em Y, que possuía um dos braços aberto
e elevado do chão (Montgomery, 1955). O Labirinto
em cruz elevado é composto por um X de madeira
elevado a 50 cm do chão e dotado de dois braços
abertos e dois fechados por paredes e opostos entre si.
Sua utilização como medida de ansiedade é baseada
na aversão incondicionada do animal por lugares
abertos e sua validade como modelo animal de ansie-
dade é baseada na sua sensibilidade a inúmeros agen-
tes ansiolíticos e ansiogênicos (Hogg, 1996), bem
como a tratamentos estressores tais como nado força-
do, isolamento e choques, entre outros (Pellow e cols.,
1985; Pellow & File, 1986; Hogg, 1996; Morato &
Brandão, 1997; Cole, Hillman, Seidelmann, Klewer &
Jones, 1995). O tempo gasto em cada braço, o número
de entradas nos braços abertos e as porcentagens de
tempo e entradas são seus parâmetros mais usados,
sendo a permanência nos braços abertos um índice
confiável de ansiedade (Pellow e cols., 1985).
Nas ratas, o ciclo hormonal dura de quatro a cinco
dias e tem quatro fases, denominadas de Estro, Meta-
estro, Diestro e Proestro. O Estro corresponde à ovu-
lação e nesta fase a progesterona encontra-se em seu
nível máximo. As células da vagina apresentam-se
cornificadas, com intensa descamação. O Metaestro
corresponde à fase entre os ciclos, na qual não há ação
hormonal identificável e as células vaginais se mos-
tram diversificadas. O Diestro corresponde à ação
inicial do estradiol sobre o organismo, com níveis de
estradiol correspondentes à metade da taxa máxima,
sendo que as células da vagina não apresentam des-
camação e há grande número de leucócitos. O Proes-
tro corresponde ao pico da ação do estradiol, com as
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células da vagina apresentando-se grandes e nuclea-
das, sem leucócitos. (Schwatz, 1969; Carter, 1993;
Kandel, Schwatz & Jessell, 1995).
Embora as influências do ciclo estral sobre o de-
sempenho comportamental de ratos sejam conhecidas
desde o início do século XX, apenas a partir da década
de 70 estudos sistemáticos sobre diferenças de gênero
em modelos animais de ansiedade passaram a ser fei-
tos em larga escala (Breedlove, 1993). Uma súmula
não exaustiva dos resultados sobre este tema é apre-
sentada na Tabela 1.
Tabela 1 - Exemplos de diferenças de gênero em modelos animais descritas na literatura
Modelos animais Parâmetro ♂ ♀ Autores
Taxa de entradas nos braços abertos + Johnston e File, 1991;
Steenbergen e cols., 1990
Permanência nos braços abertos + Johnston e File, 1991
Labirinto em Cruz elevado
Efeitos de choques elétricos sobre o
desempenho
+ Steenbergen e cols., 1990
Esquiva de duas vias aquisição + Beatty e Beatty, 1970
Interação social Contactos + Johnston e File, 1991
Beber punido (Teste de Vogel) Tempo de supressão + Johnston e File,1991
Deslocamento + Curzon, Haaren e Kennett, 1990; Kennett,
Chauloff, Marcou e Curzon, 1986
Campo Aberto
Defecação + Alonso, Castellano, Afonso e Rodriguez, 1991;
Curzon e cols., 1990;
Kennett e cols., 1986
Desespero comportamental
Atividade + Alonso e cols., 1991;
Kennett e cols., 1996
Efeito no Labirinto em Cruz elevado + Steenbergen e cols, 1990
+ Steenbergen e cols., 1990;
Steenbergen e cols., 1989;
Moran e Lewis-Smith, 1979
+ Parra, Padilla, Segovia e Guilamón, 1990
Desamparo aprendido
Teste de aprendizagem de
esquiva/fuga de choques
= = Gouveia Jr, 2001;
Damiani e Hunziker, 1991;  Heinsbroek, Van
Haaren, Poll e Steenbergen, 1991
Exploração do campo aberto +Restrição
defecação +
Curzon e cols., 1990
Vocalizações Pré, inter e pós-choques +Agressão defensiva
Vocalizações Freqüência e duração +
Blanchard , Franelly  e Blanchard, 1986
Reatividade ao estresse Parâmetros fisiológicos de resposta + Zukowska-Grojec, Shen, Capraro e Vaz, 1991;
Liversey, Balabkins e Vogel, 1987
Alojamento individual +
Reatividade a forma de alojamento
alojamento grupal +
Brown e Grunberg, 1995
Onde:  ♂ = machos  e  ♀ = fêmeas
Normalmente, estes estudos listados apresentavam
grande dispersão nos grupos de fêmeas. Uma das hi-
póteses possíveis para explicar estes dados era a influên-
cia do ciclo hormonal das fêmeas. Ainda assim, pou-
cos estudos objetivaram investigar as diferenças rela-
tivas ao ciclo estral em relação aos modelos animais
de psicopatologia. Uma súmula não exaustiva destes
estudos é apresentada na Tabela 2.
Tabela 2 – Exemplos de diferenças em modelos animais relativas ao ciclo estral relatadas na literatura
Fases
Modelos animais Parâmetro
D M P E
Autores
Labirinto em Cruz elevado Taxa de entrada nos braços abertos + Dia-Veliz e cols., 1989, 1997
Labirinto em T elevado Esquiva inibitória do braço fechado + Gouveia Jr., 2001
Esquiva de duas vias Aquisição + Diaz-Veliz e cols., 1989
Tarefa com dica + Warren e Juraska, 1997
Labirinto de Morris
Aprendizagem espacial + Warren e Juraska, 1997
Analgesia induzida por choque Índice de analgesia + Ryan e Maier, 1988
Ingestão alimentar a longo prazo Ingestão + + Laviano e cols., 1996
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Reatividade do paladar Ingestão + + Claker e Ossenkopp, 1998
Imobilidade no primeiro dia +
Barros e Ferigolo, 1998;
Marvan, Chavez-Chavez e Santana, 1986;
Gouveia Jr, 2001
Desespero comportamental
Latência inicial no primeiro dia +
Barros e Ferigolo, 1998;
Marvan e cols., 1986;
Gouveia Jr, 2001
Onde: D=Diestro; M=Metaestro; P=Proestro e E=Estro
Os dados apresentados na tabela indicam que o ci-
clo estral é uma variável crítica na aquisição da esqui-
va condicionada de duas vias, ocorrendo facilitação da
aprendizagem da mesma durante o Diestro (Diaz-
Veliz, Soto, Dussaubat & Mora, 1989). Há também
relatos de diferenças entre as fases do ciclo na inibi-
ção pré-pulso3 (Koch, 1998). No Labirinto aquático de
Morris, no Proestro, há um melhor desempenho na
tarefa com dicas, com o animal apresentando menor
latência para encontrar a plataforma, enquanto, no
Estro, há uma melhora na aprendizagem espacial, ou
seja, na capacidade de aprendizagem de local (Warren
& Juraska, 1997). O estado hormonal também atenua
a analgesia induzida durante o Estro (Ryan & Maier,
1988), mas parece não alterar a aquisição de compor-
tamento alimentar gerado por estresse crônico (Ander-
son, Saviolaskis, Bauman, Chu, Ghosh & Kant, 1996),
embora altere a ingestão alimentar a longo prazo (La-
viano, Meguid, Gleason, Yang & Renvyle, 1996).
Além disso, a reatividade do paladar também é de-
pendente do ciclo, aumentando no Proestro e no Di-
estro (Clarke & Ossenkopp, 1998), e a resposta do
beber induzido por insulina, de forma fase-depen-
dente, ou seja, o índice medido (beber) varia não so-
mente com a dose do hormônio (insulina) mas tam-
bém com a fase do ciclo na qual o sujeito se encontra
(Fernandez-Trisac, Brime, López-Sela, Sanches-Gar-
rido, Costales, Argüelles & Vijande, 1998).
O comportamento exploratório no Labirinto em
cruz elevado é alterado por várias condições hormo-
nais, como lactação e a pinealectomia (Silva, Bernadi,
Nasello & Felicio, 1997; Padovan, Del-Bel & Guima-
rães, 1996; Kellogg & Barrett, 1999). Existem estudos
relativos às diferenças sexuais (Johnston & File, 1991;
Steenbergen, Heinsbroek, Van Hesta & Poll, 1990)
demonstrando que fêmeas apresentam maior quanti-
dade e tempo de exploração dos braços abertos; tais
estudos, no entanto, não manipularam o ciclo estral.
Este foi objeto de dois experimentos, que relatam a
manipulação do ciclo hormonal em testes no Labirinto
em cruz elevado. Um desses trabalhos manipulou o
ciclo estral e obteve aumentos significativos tanto na
porcentagem de entradas nos braços abertos durante o
Diestro, mas somente em condições de baixa lumino-
sidade, quanto na porcentagem de tempo do grupo
Metaestro, na condição de alta luminosidade (Mora,
Dussaubat & Diaz-Veliz, 1996). Neste trabalho não
foram comparados os gêneros. No mesmo artigo, em
outro experimento, ratas castradas foram submetidas a
injeções agudas de benzoato de estradiol ou progeste-
rona e encontraram-se diferenças entre os grupos que
receberam progesterona e aqueles que receberam so-
mente veículo ou estradiol, ou, ainda, que receberam
ambos os hormônios combinados (Mora e cols.,
1996). Em ambos os experimentos, houve diferenças
entre alta luz e baixa luz (Mora e cols., 1996), muito
embora Becker & Grecksch (1996) relatem que esta
não é uma variável crítica, pelo menos para os ma-
chos.
Em outro trabalho do mesmo grupo (Diaz-Veliz,
Alarcon, Espinoza, Dussaubat & Mora, 1997), são
relatadas diferenças significativas entre os grupos,
com maiores porcentagens de entrada e tempo dispen-
dido nos braços abertos no Proestro e no Estro em
relação aos demais grupos (incluindo, neste trabalho,
um de Machos).
Recentemente outro trabalho (Reddy & Kulkarni,
1999) apresentou dados relativos ao ciclo estral medi-
dos no Labirinto em cruz elevado utilizando este teste
como medida de memória, por meio da análise da
latência de transferência entre os braços fechados e
abertos. Infelizmente, esses dados não são compará-
veis, pois a manipulação dos dados usada foi diame-
tralmente diversa daquela dos trabalhos citados até
aqui.
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O objetivo do presente trabalho foi o de replicar,
de forma parcial, o trabalho de Mora e cols. (1996). A
replicação caracteriza-se como parcial pelo que segue:
1) apenas um dos experimentos citados no artigo ori-
ginal de Mora será refeito; 2) as fases Metaestro e
Diestro serão consideradas como uma única fase; 3)
os parâmetros do aparato estão de acordo com a maior
parte da literatura da área, com altura de 50 cm do
chão (contra 70 cm utilizado por Mora e cols., (1996)
e paredes de 40 cm nos braços fechados, contra 20 cm
utilizados no trabalho citado).
MÉTODO
Sujeitos. Foram usados setenta e quatro ratos Wis-
tar (13 machos e 61 fêmeas) provenientes do biotério
central da Unesp (Botucatu, SP), experimentalmente
ingênuos, com aproximadamente 100 dias de vida no
início dos experimentos e pesando cerca de 210 g. Os
animais foram mantidos em gaiolas coletivas (n= 5)
com comida e água ad lib e em um ciclo claro/escuro
de 12 horas, com as luzes acesas às 7 horas da manhã.
Equipamento. Foi utilizado um Labirinto em cruz
elevado, consistindo de dois braços abertos (50 x 10
cm) e dois fechados (50 x 10 x 40 cm), arranjados de
forma que os braços de mesmo tipo fiquem em oposi-
ção entre si, ligados por uma área central (10 x 10 cm).
O aparato todo ficava a 50 cm do chão. O Labirinto
era todo feito de madeira e o piso dos braços era re-
vestido de fórmica branca. A Figura 1 apresenta foto
do aparato usado.
Procedimento. As fêmeas foram mapeadas em seu
ciclo estral por coleta de esfregaço vaginal diário por
um período mínimo de cinco dias antes dos testes e
distribuídas em grupos conforme a fase do ciclo no
primeiro dia do experimento, resultando assim em 4
grupos: Estro (N = 19), Diestro (N = 19), Proestro (N
= 23) e Machos (N = 13). Os machos não foram sub-
metidos a nenhuma manipulação anterior. Todos os
animais foram pesados no dia do teste, após a sessão
experimental. Todos os experimentos e coletas de
esfregaços foram realizados entre as 9 h. e 14 h. e
foram filmados, sendo os dados coletados transcritos,
usando-se o software Etholog 2.0 (Othoni, 2000) e
posteriormente tabulados. Cada sujeito foi submetido
a uma única sessão de 5 minutos no Labirinto. A ses-
são tinha início quando o animal era colocado “gen-
tilmente” no centro do Labirinto, com o focinho vol-
tado para um dos braços fechados. Foram registrados
as entradas e o tempo gasto em cada braço. No inter-
valo entre as sessões, o aparato era limpo com uma
solução de 10% de etanol. Foram observados a fre-
qüência de entradas, o tempo de permanência e a por-
centagem (taxa) de entradas e de permanência dos
sujeitos em cada um dos tipos de braço do aparato.
Análise estatística. A análise estatística foi feita
usando-se análise de variância (ANOVA) de duas vias
que faz parte do pacote estatístico Sistat 3.0 para
computadores, considerando-se o peso corporal como
covariante. Sempre que apropriado, as ANOVAs eram
seguidas pelo teste de Tukey, de comparações entre
médias de grupos. Em todos os casos adotou-se um
alfa de 0,05 como significativo.
RESULTADOS E DISCUSSÃO
A Figura 2 apresenta os dados do total de entradas
e do tempo de permanência nos braços, bem como os
da porcentagem de entradas e de tempo gasto nos
braços para os diversos grupos.
Figura 1. O Labirinto em cruz levado
(Foto: Prof. Titula  K. Hoshino)
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Figura 2 – Média + erro padrão dos resultados dos grupos experimentais.
(*) indica diferença significativa entre os grupos (P<0,001, Teste de Tukey).
O número médio de entradas nos braços fechados
foi maior no grupo em Diestro que nos demais estados
hormonais embora a grande dispersão do grupo, evi-
denciada pelo erro padrão, tenha impedido que se
constatasse diferenças estatísticas entre os grupos. O
grupo de machos foi o que apresentou a freqüência
média mais baixa de entradas nos braços fechados.
Com relação ao número de entradas nos braços aber-
tos, o Grupo Proestro apresentou a maior freqüência e
o Grupo Estro, a menor.
Com relação ao tempo de permanência nos braços,
os grupos Proestro e machos apresentaram um maior
tempo de permanência nos braços abertos em detri-
mento da permanência nos braços fechados, que foi
maior nos grupos Estro e Diestro. A porcentagem de
entradas nos braços abertos foi maior nos grupos de
machos e em Proestro, em comparação com os de-
mais. Essas diferenças foram semelhantes quando se
considerou o tempo gasto nos braços abertos.
A análise estatística indicou diferenças significati-
vas na porcentagem de tempo nos braços abertos
(F[1,65] = 47,213, P ≤ 0,001), e o teste de Tukey indi-
cou que a diferença se concentra entre os grupos de
machos e Diestro. A porcentagem de entradas nos
braços abertos apresentou tendência a diferenças, com
resultados no limite da significância (F[3,71] = 2,679,
P = 0,054). Em ambos os casos foi considerado o peso
dos sujeitos como covariante.
Os dados foram interpretados com base nos critérios
adotados, pelos quais a exploração dos braços abertos
indicaria um índice de ansiedade, em contraste com o
número de entradas nos braços fechados, que seria um
índice de ambulação. Presume-se que o animal está
submetido a dois drives contraditórios, um, de explo-
rar um ambiente novo, outro, de proteger-se de uma
possível predação, que se ampliaria pela exposição ao
braço aberto e seria fonte da aversão incondicionada
do animal por espaços abertos, também presente no
Campo Aberto. Nesta perspectiva, a permanência no
centro seria uma medida de conflito entre estes drives.
Os dados parecem indicar que a fase de Diestro fa-
vorece o aparecimento de maior ansiedade nos ani-
mais, indicada na menor porcentagem de entradas nos
braços abertos, um índice amplamente aceito de au-
mento de ansiedade neste teste (Pellow e cols., 1985).
É curioso notar que este aumento de ansiedade corre-
laciona-se a um aumento da ambulação (isto é, a
quantidade total de deslocamento espacial do sujeito),
indicado pela alta freqüência de entradas tanto nos
braços abertos como nos fechados, em comparação
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com os outros grupos. Nesse sentido, é interessante
notar que as fêmeas, nesta fase do ciclo, também pa-
recem evitar expor-se aos braços abertos, caracteri-
zando esquiva da estimulação aversiva gerada pelo
espaço aberto. Este comportamento pode ser explica-
do pela ação ansiogênica da progesterona, cujo efeito
deletério sobre a performance dos animais já foi de-
monstrado na literatura (Mora e cols., 1996; Diaz-
Veliz e cols., 1997), e que é anulada pela presença do
estradiol. Cabe lembrar (1) que o grupo Diestro do
presente experimento incluiu animais de duas fases, o
Metaestro e o Diestro propriamente dito, que não fo-
ram separados pela ausência de ação hormonal do
folículo, e (2) que a ação da progesterona é tradicio-
nalmente restrita ao primeiro dia de Proestro.
A menor freqüência de entradas dos machos em
ambos os tipos de braços pode ser explicada pelo
maior peso corporal dos animais em relação às fêmeas
de todos os grupos. Isso, no entanto, não explica a
semelhança entre este grupo e o grupo em Proestro no
total de tempo despendido no centro, o qual teria me-
lhor explicação pela ação conjunta do estrógeno e
progesterona. O tempo no centro pode expressar um
comportamento de conflito, que seria mais forte nos
Machos que, poder-se-ia conjeturar, teriam maior
nível de controle de impulsos.
A ausência de diferenças estatísticas nos outros ín-
dices, além da porcentagem de tempo, pode ser atri-
buída à grande dispersão encontrada nos dados, devi-
da em parte à decisão experimental de considerar as
fases de Metaestro e Diestro como uma só. Isto pode
ter sido uma falha que deve ser considerada em outros
experimentos que venham a tomar o ciclo estral como
uma variável crítica.
A ambulação pode estar sob controle de outras va-
riáveis aqui não manipuladas, como, por exemplo, a
iluminação (Mora e cols., 1996).
Nossos dados replicaram os dados de Mora relati-
vos à condição de baixa luz e relativos à porcentagem
de entradas nos braços abertos mas não os dados rela-
tivos à porcentagem de tempo dispedido nestes bra-
ços. Tais diferenças podem se dever a diferenças no
aparato (tamanho das paredes, de 20 cm no Trabalho
de Mora e cols. (1996) e de 40 cm no nosso trabalho,
por não havermos manipulado aqui as condições de
luz ou ainda pelo fato de que a altura do Labirinto
usado por Mora é de 70 cm, contra de 50 cm em nosso
trabalho).
Nossos dados apresentam uma alta dispersão, indi-
cada pelos erros-padrão apresentados. No entanto,
apesar de a dispersão de dados ser alta, ainda é menor
do que aquela encontrada em estudos sobre diferenças
sexuais, demonstrando que o ciclo estral influencia o
grau de diferenciação entre gêneros no desempenho
no Labirinto em cruz elevado.
Os dados aqui apresentados ampliam a nossa com-
preensão do efeito do ciclo hormonal sobre ansiedade
e podem lançar luzes sobre os vários efeitos compor-
tamentais dos hormônios. Também indicam a necessi-
dade de mais estudos paramétricos para verificar quais
elementos do aparato alteram os parâmetros de res-
posta obtidos.
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1 A inibição pré-pulso ou modelo de resposta ao alarme acústico se refere ao efeito inibitório do reflexo de alarme pela apresentação de
estímulo de intensidade mais fraca antes do estímulo que produz o alarme, sendo considerado um modelo animal de esquizofrenia (Alves
e Silva, 2002).
2 O autor agradece ao Prof. Dr. Ari Fernando Maia pelo auxílio na gramática e estilo.
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